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Résumé 
 
 Une augmentation de la génération des dérivés réactifs de l’oxygène (DRO), tels 
que le peroxyde d’hydrogène (H2O2), joue un rôle clé dans la pathophysiologie des 
maladies cardiovasculaires (MCV). La croissance et la prolifération excessives des 
cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) ont été suggérées comme étant les 
mécanismes à la base de la dysfonction vasculaire. Une implication potentielle du facteur 
de transcription Early growth response protein-1 (Egr-1) dans le développement des 
dommages vasculaires a été proposée. Des études ont démontré que le H2O2 augmente 
l’expression de l’Egr-1 dans les CMLV. Cependant, les voies de signalisation 
intracellulaire menant à l’expression de l’Egr-1 en réponse au H2O2 restent à établir. 
L’objectif de cette étude vise à examiner les différentes voies de signalisation impliquées 
dans l’expression de l’Egr-1 induite par le H2O2 dans les CMLV. Le H2O2 augmente 
l’expression de l’Egr-1 en fonction du temps et de la dose dans les CMLV A10. Le 
blocage pharmacologique des tyrosines kinases insulin-like growth factor-1 receptor 
(IGF-1R) et c-Src, par AG1024 et PP2 respectivement, atténue l’expression de l’Egr-1 
induite par le H2O2, alors que l’AG1478, un inhibiteur de l’epidermal growth factor 
receptor (EGFR), et le PP3, l’analogue inactif du PP2, n’ont aucun effet sur l’expression 
de l’Egr-1. Le blocage pharmacologique de l’extracellular signal-regulated kinase 1/2 
(ERK1/2), par UO126, et de la protéine kinase C (PKC), par rottlerin et rö-31-8220, 
diminue l’expression de l’Egr-1 induite par le H2O2. En résumé, nos résultats suggèrent 
que le H2O2 déclenche l’expression de l’Egr-1 via l’IGF-1R, la kinase c-Src, l’ERK1/2 et 










Increased generation of reactive oxygen species (ROS), such as hydrogen 
peroxide (H2O2), plays a key role in the pathophysiology of cardiovascular diseases 
(CVD). Excessive growth and proliferation of vascular smooth muscle cells (VSMCs) 
has been suggested as an important contributor of vascular dysfunction. A potential 
involvement of early growth response protein-1 (Egr-1), a zinc-finger transcription factor, 
in the development of vascular injury has been proposed. Recent studies have shown that 
H2O2 increases Egr-1 expression in VSMCs. However, signaling events leading to H2O2-
induced Egr-1 expression are not fully understood. Therefore, this study aims to examine 
the signaling pathways implicated in H2O2-induced Egr-1 expression in 
VSMC. H2O2 increased Egr-1 expression in a time and dose-dependent fashion in A10 
VSMC. Pharmacological blockade of tyrosine kinases insulin-like growth factor-1 
receptor (IGF-1R) and c-Src, by AG1024 and PP2 respectively, attenuated H2O2-induced 
Egr-1 expression, while AG1478, an epidermal growth factor receptor (EGFR) inhibitor, 
and PP3, the inactive analogue of PP2, have no effect on Egr-1 expression. 
Pharmacological blockade of extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2), by 
UO126, and proteine kinase C (PKC), by rottlerin and rö-31-8220, decreased H2O2-
induced Egr-1 expression. In summary, our results suggest that H2O2 triggers Egr-1 
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Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les maladies cardiovasculaires 
(MCV) sont la cause prédominante de mortalité dans le monde à raison de 31% de la 
mortalité mondiale (1). Les MCV sont une classe de maladie englobant toute affection 
reliée au cœur et aux vaisseaux sanguins (1).  Il faut savoir que la paroi vasculaire se 
constitue de trois tuniques; l’intima, la média et l’adventice (Fig 1.1) (2). L’intima est 
constituée de cellules endothéliales et entre en contact avec le flux sanguin (Fig 1.1). Ces 
cellules permettent de contrôler la coagulation et la fibrinolyse en plus d’être une barrière 
semi-sélective entre le sang et les tissus avoisinants (3). L’adventice, quant à elle, se 
constitue principalement de fibroblastes qui produisent la matrice extracellulaire et des 
cytokines pour réguler les fonctions vasculaires (4). Malgré le fait que les 
pathophysiologies menant aux MCV soient très complexes, les cellules musculaires lisses 
vasculaires (CMLV) semblent jouer un rôle majeur dans le développement des MCV. Les 
CMLV, situées au niveau de la média, représentent la principale population cellulaire. 
Les CMLV possèdent la capacité de réguler le tonus vasculaire et de promouvoir la 
réparation des vaisseaux sanguins suite à une insulte tissulaire, ce qui démontre leur rôle 
prédominant dans l’homéostasie cardiovasculaire (5).  
Le stress oxydatif, caractérisé par un débalancement où les phénomènes 
d’oxydation sont supérieurs aux systèmes antioxydants, induit un dysfonctionnement des 
CMLV au niveau de la croissance cellulaire, de la prolifération cellulaire et de la 
migration cellulaire (6;7). Un des principaux dérivés réactifs de l’oxygène (DRO), le 
peroxyde d’hydrogène (H2O2), fut lié aux mécanismes hypertrophiques et contractiles 
survenant au niveau vasculaire (7). La production intracellulaire de H2O2 peut être 
augmentée par différents peptides vasoactifs tels que l’angiotensine II (ANGII) et 
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l’endothéline-1 (ET-1), de même que par des hormones de croissance telles que le facteur 
de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) et le facteur de croissance transformant-bêta 
1 (TGF-β1)  (8;9;10;11). De plus, le H2O2 peut diffuser hors des cellules et ainsi affecter 
les cellules avoisinantes démontrant l’importance de comprendre les effets du H2O2 sur 
les CMLV (12).  
Une des réponses cellulaires au stress oxydatif est l’augmentation de l’activité de 
certains facteurs de transcription tels que l’Early growth response protein-1 (Egr-1). Egr-
1 est un facteur de transcription connu pour sa capacité à promouvoir la croissance 
cellulaire et le remodelage vasculaire (13). Plusieurs études ont démontré que le H2O2 
peut promouvoir l’expression de l’Egr-1 dans différents types de cellules vasculaires 
(14;15). Donc, le H2O2 et l’Egr-1 semblent être étroitement liés et ont la possibilité de 
promouvoir certains événements physiologiques menant au remodelage vasculaire pour 
ainsi favoriser les MCV. Le remodelage vasculaire est un processus causant des 
changements structuraux dans la paroi vasculaire. Cela se produit via plusieurs 
mécanismes tels que la croissance cellulaire, la mort cellulaire, la migration cellulaire et 
la dégradation de la matrice extracellulaire (16). Le remodelage vasculaire est un 
déterminant au développement de l’athérosclérose qui s’accompagne de processus 
inflammatoires impliquant la prolifération et la migration des CMLV vers l’intima et le 
recrutement et l’infiltration des monocytes au site athérosclérotique, ce qui permet de 
favoriser le développement des plaques athérosclérotiques (17). Éventuellement, ce 
processus peut mener à la formation d’un athérome suite à la formation de cellules 
spumeuses, de matrice extracellulaire et du cap fibreux (17). Tout ceci peut représenter 
un facteur de risque dans le développement de l’hypertension artérielle. L’hypertension 
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artérielle se définit comme une condition médicale dans laquelle une pression élevée en 
permanence peut endommager les vaisseaux sanguins à long terme (18). Une des 
caractéristiques clés de l’hypertension artérielle est l’augmentation de la résistance 
périphérique due à la diminution du diamètre des vaisseaux sanguins périphériques (19). 
Le remodelage vasculaire fait partie intégrante du développement des MCV. Pour mettre 
tous les événements impliqués en contexte, les sections qui suivent décriront comment le 
H2O2 est produit et comment ce dernier peut déclencher différents événements de 
signalisation intracellulaire dans les CMLV tandis que la structure, l’expression, le rôle 
ainsi que l’activation de l’Egr-1 seront décrits dans le but de mettre en évidence comment 
ces deux éléments peuvent promouvoir les MCV. 
 
Figure 1.1 Schéma représentant la paroi vasculaire. 
L’intima se constitue des cellules endothéliales agissant à titre de barrière entre la lumière 
du vaisseau sanguin et la paroi vasculaire. La média est composée de cellules musculaires 
lisses vasculaires (CMLV) permettant le contrôle du tonus vasculaire. L’adventice 
(adventitia) possède les fibroblastes régulant différentes fonctions vasculaires. Basée sur 
la référence (2). 
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1.1 Sources endogènes des DRO 
 Les DRO sont le résultat du métabolisme de l’oxygène (O2) dans la cellule. Les 
molécules décrites comme des DRO sont l’anion superoxyde (O2-), l’anion hydroxyle 
(OH-), le H2O2 et l’ion peroxynitrite (ONOO-) (20). Les mitochondries sont une des 
sources principales de DRO puisqu’elles consomment de l’O2 par le biais de la chaîne 
respiratoire pour produire de l’adénosine triphosphate (ATP), ce qui aura comme effet 
secondaire de produire de l’O2- et du H2O2 (20). Cependant, l’O2- et le H2O2 peuvent 
aussi être produits par une myriade d’enzymes telles que la nicotinamide adénine 
dinucléotide phosphate (NAD(P)H) oxydase, la xanthine oxydase, la cyclo-oxygénase, la 
lipoxygénase, les hèmes oxygénases et les peroxydases, mais ce sont la NAD(P)H 
oxydase et la xanthine oxydase qui jouent un rôle majeur dans la production de DRO 
d’origine vasculaire (12). La NAD(P)H oxydase est composée d’un ensemble de sous-
unités telles que la p22phox, la p47phox, la p40phox, la p67phox, la gp91phox de même 
que la guanosine triphosphatase (GTPase) Ras-related C3 botulinum toxin (Rac) et les 
protéines NAD(P)H oxydase (NOX) (8;21;22). Les isoformes NOX1, NOX2 et NOX5, 
toutes présentes dans le système cardiovasculaire, vont produire principalement de l’O2- 
via la réduction de l’O2, à l’exception de l’isoforme NOX4 qui produit majoritairement 
du H2O2 au niveau vasculaire (23). La xanthine oxydase, qui représente la forme oxydée 
de la xanthine déshydrogénase, produit principalement du H2O2 dans des conditions 
basses en O2 (24). Malgré tout, plusieurs études tendent à démontrer que la NAD(P)H 
oxydase représente un élément important dans le développement des MCV. En effet, 
l’activité de la NAD(P)H oxydase peut être augmentée suite à l’exposition des CMLV à 
l’ANGII, ce qui engendre une production de l’O2- (25). Ce faisant, le rôle des protéines 
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NOX a été évalué dans plusieurs modèles animaux. Chez des souris déficientes de la 
sous-unité p47phox croisées avec des souris déficientes en apolipoprotéine E (ApoE-/-), 
on remarque moins de lésions aortiques, renforçant l’hypothèse que la NAD(P)H oxydase 
soit impliquée dans le développement de l’athérosclérose (26). Chez les rats 
spontanément hypertendus (SHR), les isoformes NOX1 et NOX2 voient leur expression 
augmentée simultanément avec l’augmentation de l’activité de la NAD(P)H oxydase 
(27). De plus, chez des souris déficientes de l’isoforme NOX2, on n’observe aucun 
changement dans la pression systolique suite à un traitement à l’ANGII qui parallèlement 
est un activateur de l’isoforme NOX2 (28). Il est donc clair que les isoformes NOX1 et 
NOX2 jouent un rôle prépondérant dans l’hypertension artérielle et l’athérosclérose. 
Toutes ces informations nous portent à croire que la NAD(P)H oxydase ainsi que les 
NOX sont au cœur de plusieurs processus menant aux MCV. 
1.2 Métabolisme des DRO 
 La formation des DRO se produit lors d’un ajout d’électron sur une molécule d’O2 
causant la formation de l’O2- (Figure 1.2). Tel que mentionné précédemment, cette étape 
peut être catalysée par différentes enzymes telles que la NAD(P)H oxydase et la xanthine 
oxydase. L’O2-, de par sa haute réactivité ainsi que son potentiel pour endommager les 
structures cellulaires, est rapidement transformé en H2O2, une réaction catalysée par les 
superoxydes dismutases (SOD) dans les conditions physiologiques (Figure 1.2). Pour 
prévenir l’accumulation de H2O2, ce dernier peut être dégradé en eau par la catalase, la 
glutathion peroxydase (GPx) ou la thiorédoxine (Trx). Il est possible que l’O2- forme 
l’ion ONOO- dans les conditions pathophysiologiques (Figure 1.2). Lors d’un stress 
oxydatif, l’oxyde nitrique synthase (NOS) sera découplée et les niveaux de son cofacteur 
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essentielle à son activité, la tétrahydrobioptérine (BH4), seront diminués. Ce faisant, la 
production d’oxyde nitrique (NO) induite par la NOS sera réduite, ce qui poussera le NO 
à réagir avec l’O2- pour générer l’ion ONOO- (29). L’ion OH- est quant à lui produit par 
la réaction de Fenton comme molécule intermédiaire, mais elle possède des effets limités 
sur la signalisation intracellulaire (Figure 1.2) (23). Or, s’il y a accumulation excessive 
d’un de ces DRO suite à l’activation constante des processus oxydatifs, il y aura un 
déséquilibre entre la génération de DRO et la protection antioxydante menant ainsi à une 
accumulation de DRO décrivant la présence d’un stress oxydatif (12). Un stress oxydatif 
chronique causera plusieurs dommages vasculaires venant de l’activation d’événements 




Figure 1.2 Schéma représentant la génération des DRO ainsi que leur métabolisme. 
La réduction univalente de l’oxygène (O2), représentée par l’électron libre, est nécessaire 
à la production de l’anion superoxyde (O2-). Ce dernier sera transformé en peroxyde 
d’hydrogène (H2O2) par la superoxyde dismutase (SOD). Le H2O2 sera par la suite 
dégradé en eau et en O2 soit par la thiorédoxine, la catalase ou la glutathion peroxydase. 
De plus, l’oxyde nitrique (NO) peut produire l’ion peroxynitrite (ONOO-) en présence 
d’un excès d’O2-. Le H2O2 peut être réduit par la réaction de Fenton où la présence de 











1.3 Implications du H2O2 dans les maladies cardiovasculaires 
1.3.1  Rôle du H2O2 dans l’athérosclérose 
 Au site athérosclérotique, la production du H2O2 par les cellules vasculaires 
déclenche des voies de signalisation promouvant la production de cytokines pro-
inflammatoires telles que le facteur de nécrose tumoral alpha (TNF-α) et le TGF-β1 (31). 
Cette affirmation concorde avec les expériences effectuées sur des souris transgéniques 
surexprimant la catalase au sein de leurs CMLV, où une diminution significative de la 
présence de ces marqueurs inflammatoires fut observée (31). Par ailleurs, au sein de cette 
même population de souris, l’infiltration des monocytes fut également diminuée (31). Ces 
constatations permettent d’affirmer que le H2O2 contribue à la progression de 
l’athérosclérose en contrôlant l’expression des cytokines pro-inflammatoires ainsi que 
l’infiltration des cellules inflammatoires.   
 En plus des processus inflammatoires, le rôle important de la peroxydation des 
lipides au cours du développement de l’athérosclérose a été suggéré. La peroxydation des 
lipides se définit par un processus dans lequel les radicaux libres attaquent les lipides 
possédant des double-liens carbone-carbone (32). Les radicaux libres vont détacher 
l’hydrogène d’un carbone et le remplacer par une molécule d’O2 menant à une 
dénaturation des lipides pouvant ultimement mener à l’apoptose cellulaire (32). En tant 
que radical libre, le H2O2 représente un candidat idéal pour favoriser la peroxydation des 
lipides. La peroxydation des lipides serait donc liée à l’activité du H2O2 puisque des 
études menées sur des souris ApoE-/- soutiennent le fait que le H2O2 endogène contribue à 
la peroxydation des lipides pour promouvoir la formation de plaques athérosclérotiques 
(33). En fait, il a été démontré que les souris ApoE-/- surexprimant la catalase et/ou la 
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SOD au cuivre et au zinc (CuZn-SOD) développaient moins de lésions sclérotiques 
comparativement au groupe de souris ApoE-/- sans surexpression de la catalase et/ou de la 
CuZn-SOD (33). Cela se voit également dans la peroxydation des lipoprotéines de basse 
densité (LDL), où celle-ci est diminuée suite à une surexpression de la CuZn-SOD 
impliquant encore le H2O2 dans la peroxydation des lipides (34). De plus, une diminution 
des niveaux plasmatiques et aortiques d’isoprostane-F2, un composé formé lors de la 
peroxydation des acides gras essentiels, entraîne une réduction de la quantité de lipides 
peroxydés chez les souris ApoE-/- surexprimant la catalase et/ou la CuZn-SOD (34).  
 
1.3.2 Rôle du H2O2 dans l’hypertension artérielle 
 Les DRO dérivés de l’activité de la NAD(P)H oxydase auraient un rôle à jouer 
dans le développement de l’hypertension puisque des patients souffrant d’hypertension 
artérielle possède un stress oxydatif augmenté (35). Pour ce qui est du H2O2, il peut 
exercer ses effets pro-hypertensifs en induisant la production de molécules 
vasoconstrictrices telles que la prostaglandine H2 et le thromboxane A2 (36). Ces 
observations furent réalisées au sein d’aortes dérivant des rats Wistar Kyoto (WKY) et 
des rats SHR dans lesquelles la vasoconstriction induite par le H2O2 fut abolie suite à 
l’ajout d’indométacine, un inhibiteur de la cyclo-oxygénase, ou de SQ29548, un 
antagoniste du récepteur de la prostaglandine H2 et du thromboxane A2 (36). D’autres 
études furent menées chez des rats mâles Sprague-Dawley où l’infusion d’ANGII, 
permettant d’induire l’hypertension chez ces rats, a permis d’observer une augmentation 
systémique de H2O2 (37). Or, l’infusion d’ANGII chez des souris transgéniques 
surexprimant le gène humain de la catalase ne provoque aucune production de H2O2 (38). 
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Ces études suggèrent que le H2O2 joue un rôle dans l’induction de l’hypertension 
artérielle. 
1.4 Signalisation du H2O2 dans le système cardiovasculaire  
 Tel que mentionné ci-dessus, les DRO peuvent favoriser l’avènement des MCV 
comme c’est le cas dans le développement de l’hypertension artérielle et de 
l’athérosclérose. Les DRO formés au niveau vasculaire ont la capacité de déclencher une 
panoplie de voies de signalisation intracellulaire au sein des CMLV en ciblant des 
tyrosines phosphatases, des tyrosines kinases, des facteurs de transcription et des 
mitogen-activated protein kinase (MAPK) (39). L’activation de ces voies de signalisation 
affectera les CMLV au niveau de leur contraction, de leur survie cellulaire, de leur 
prolifération et de leur migration. Les effets du H2O2 sur ces phénomènes vasculaires 
seront détaillés dans les sous-sections qui suivent.  
1.4.1 Changements induits par le H2O2 dans la contraction des CMLV  
 Les CMLV jouent un rôle prépondérant dans le contrôle du diamètre des 
vaisseaux sanguins. Par vasoconstriction ou vasodilatation, les CMLV réagissent aux 
stimuli environnants pour réguler l’apport sanguin aux différents organes. Les DRO sont 
reconnus pour affecter cette fonction des CMLV. Or, il est intéressant de constater que le 
H2O2 peut promouvoir à la fois la vasodilatation et la vasoconstriction dépendamment du 
site vasculaire où il agira.  
 En tant que molécule vasoconstrictrice, le H2O2 peut promouvoir la contraction 
cellulaire des CMLV dérivés de l’aorte thoracique des rats WKY traités avec l’ANGII 
(40). Suite à un traitement à la catalase, ces CMLV perdent leur contractilité suite à un 
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blocage de la phosphorylation de la chaîne légère de la myosine (MLC), une protéine 
permettant la contraction des CMLV (40). De plus, des expériences menées sur des aortes 
provenant de rats mâles Sprague-Dawley révèlent que l’activité de la kinase Rho est 
augmentée par les DRO (41). La kinase Rho a la capacité d’inhiber la myosine 
phosphatase, ce qui mène la MLC dans un état de phosphorylation soutenu pour 
maintenir la contraction des vaisseaux sanguins (41). Tous ces effets peuvent être 
modulés par la signalisation intracellulaire du calcium (Ca2+) dont les niveaux 
cytoplasmiques peuvent être augmentés par le H2O2 dans les CMLV isolées des rats 
WKY et des rats SHR (42). Par conséquent, dû à sa capacité à promouvoir l’entrée de 
Ca2+ dans les CMLV, le H2O2 stimule l’activité de la kinase Rho et de ce fait prévient la 
déphosphorylation de la MLC par la myosine phosphatase permettant ainsi de maintenir 
la contraction des CMLV.  
 Pour ses actions vasodilatatrices, le H2O2 jouera ce rôle principalement comme 
mécanisme compensatoire dans les artérioles et les vaisseaux sanguins pulmonaires en 
réponse à une réduction des niveaux de NO (23). Dans ce cas-ci, une déplétion en 
guanosine monophosphate cyclique (GMPc), liée à la déplétion en NO, va rendre la 
protéine kinase GMPc-dépendante (PKG) sensible au phénomène d’oxydation avec pour 
conséquence son activation menant à la synthèse de GMPc pour maintenir les 
mécanismes vasodilatateurs (43). Dans les artérioles coronaires humaines, le H2O2 peut 
causer la dimérisation de la PKG pour permettre l’ouverture de canaux potassiques à 
large conductance activés par le Ca2+ pour propager un influx hyperpolarisant, donc à 
effet vasodilatateur (44). 
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1.4.1.1 Implication des kinases de la famille SRC dans la contraction 
 Tel que mentionné précédemment, la kinase Rho joue un rôle dans le maintien de 
la contraction des CMLV en inhibant la myosine phosphatase. Il a été démontré que 
l’activation de la kinase Rho est étroitement liée aux tyrosines kinases cytosoliques de la 
famille SRC (45;46). La famille SRC se constitue de neuf membres à part entière, mais 
trois d’entre eux, c-Src, Fyn et Yes, sont principalement exprimés dans les CMLV 
(45;46). Le H2O2 a la capacité d’agir au niveau de la structure des kinases SRC pour 
promouvoir leur activité dans les CMLV (47). L’activation des kinases SRC nécessite la 
déphosphorylation du domaine auto-inhibiteur phospho-tyrosine en C-terminal ainsi que 
l’auto-phosphorylation de la sous-unité catalytique (Fig 1.3) (48). De plus, le H2O2 
possède trois autres mécanismes permettant l’activation des kinases SRC. L’un des 
mécanismes est l’inhibition du domaine SRC spécifique aux protéines tyrosine 
phosphatases (PTP) et du domaine C-terminal (49;50). Cela aura pour effet d’empêcher 
la déphosphorylation de la sous-unité catalytique et la phosphorylation du domaine auto-
inhibiteur phospho-tyrosine respectivement pour que SRC reste active. Les deux autres 
mécanismes permettent de suractiver les kinases SRC. L’un favorise la formation de 
ponts disulfures sur la forme inactivée de SRC tandis que l’autre consiste en l’oxydation 
des cystéines 245 et 487 sur la forme activée de SRC (Fig 1.3) (51;52). En plus d’être liée 
à la kinase Rho, la famille SRC peut favoriser l’ouverture des canaux calciques voltage-
dépendant soit en les phosphorylant directement, soit en ouvrant les canaux Na+-Ca2+ 
engendrant ainsi un influx dépolarisant pouvant ouvrir ces canaux calciques (53). 
L’augmentation du Ca2+ intracellulaire aura pour effet la phosphorylation de la MLC 
pour induire la contraction des CMLV. Ce faisant, la famille SRC représente un acteur 
non-négligeable au niveau de la contraction vasculaire. 
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Figure 1.3 Schéma représentant les différents mécanismes d’activation des kinases de 
la famille SRC. La déphosphorylation de la Tyr 527 ainsi que la phosphorylation de la Tyr 
418 permettent l’activation de SRC. Les DRO peuvent garder SRC active en inhibant (iii) le 
domaine inhibiteur c-Src kinase (CSK) et (iv) le domaine c-Src protéines tyrosine 
phosphatases (PTP). Les DRO peuvent également suractivées SRC soit en créant (i) des 
ponts disulfures sur la forme inactivée de SRC ou soit en oxydant (ii) des résidus cystéines 
sur la forme activée. À noter que les acides aminés représentés sont ceux du gène humain c-
Src. Basée sur les références (50;51;52).  
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1.4.2 Changements induits par le H2O2 dans l’hypertrophie, la prolifération et la 
migration des CMLV 
  
 L’hypertrophie est un phénomène caractérisé par l’augmentation en volume d’une 
cellule. Celle-ci devient pathologique lorsque les cellules subissent un stress chronique. 
Cela peut se produire lors de stress oxydatif au niveau des CMLV. Tel que mentionné 
précédemment, il existe plusieurs peptides vasoactifs qui ont la capacité d’activer la 
NAD(P)H oxydase suite à leur liaison sur leur récepteur. Ce faisant, ils peuvent 
augmenter la production des DRO et ainsi favoriser les voies de signalisation liées aux 
DRO. Un exemple connu est l’hypertrophie induite par l’ANGII (Fig 1.4A). 
Effectivement, l’hypertrophie induite par l’ANGII peut être inhibée par le 
diphenyleneiodonium (DPI), un inhibiteur de la NAD(P)H oxydase, ainsi que par la 
catalase pour démontrer l’implication du H2O2 dans l’hypertrophie des CMLV (54). La 
production de H2O2 induite par l’ANGII peut donc promouvoir l’hypertrophie des 
CMLV. Dans les effets de l’ANGII dépendants du H2O2, la tyrosine kinase c-Src sera 
activée (55). c-Src va former un complexe avec la proline-riche tyrosine kinase 2 (Pyk2) 
pour promouvoir la transactivation du récepteur du facteur de croissance épidermique 
(EGFR) et l’activation de c-Abelson murine leukemia viral oncogene (c-Abl) (56). Cela 
mènera à la création de sites de liaison pour certaines molécules telles que l’adaptateur 
p130Cas qui peut déclencher l’activation de la voie de la phosphoinositide 3-kinase (PI3-
K) (57). L’activation de la PI3-K active la 3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1 
(PDK-1) pour promouvoir la phosphorylation de la protéine kinase B (PKB) (58). 
Parallèlement à ces événements, le H2O2 va oxyder la Trx pour la libérer de l’apoptosis 
regulating kinase-1 (ASK-1) et lui permettre de se lier à la p38 MAPK (59). La p38 
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MAPK, qui a précédemment été activée par une augmentation de l’activité de Ras suite à 
une production de DRO dépendante des NOX, va recruter la MAPK-activated protein 
kinase-2 (MAPKAPK-2) pour former un complexe composé d’ASK-1, de la p38 MAPK 
et de la MAPKAPK-2 permettant une activation complète de la PKB (60;61). La PKB 
sera maintenant en mesure de phosphoryler la Ser 65 de la protéine PHAS-1, une protéine 
pouvant réguler la phase d’initiation de la transduction (62). Il est important de 
mentionner que PHAS-1 a également besoin d’être phosphorylée sur sa Thr 70 pour être 
complètement activée (62). Cette phosphorylation sera réalisée par un mécanisme 
indépendant des DRO qui inclue la voie de signalisation de l’extracellular signal-
regulated kinase 1/2 (ERK1/2) (62). Le récepteur de type 1 de l’ANGII active la 
phospholipase C (PLC) via les protéines G (63). La PLC augmente la concentration 
intracellulaire de Ca2+ et permet la transactivation de l’EGFR (64). Les protéines src 
homology 2 domain (Shc), growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2) et son of 
sevenless (SOS) vont s’associer pour favoriser l’activation de la cascade Ras et Raf (64). 
Ces dernières vont activer ERK1/2 pour qu’elle puisse ainsi phosphoryler la Thr 70 de 
PHAS-1 (64). La phosphorylation de PHAS-1 va causer la libération de l’eukaryotic 
initiation factor-4E (eiF4E), une protéine responsable de l’initiation de la transduction de 
l’ARN messager (ARNm) (65). Le H2O2 a aussi le potentiel de contribuer à 
l’hypertrophie en influençant les canaux calciques ainsi que les pompes à Ca2+ (66). En 
effet, le H2O2 régule l’activité du récepteur à la ryanodine qui médie la contraction 
musculaire par sa capacité à induire la libération du Ca2+ entreposé dans le réticulum 
sarcoplasmique (66). Le H2O2 augmente la probabilité d’ouverture de ce récepteur 
causant ainsi une augmentation du niveau de Ca2+ cytosolique (66). De plus, la 
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sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase, une Ca2+ ATPase destinée à importer du Ca2+ 
cytosolique vers la lumière du réticulum sarcoplasmique, peut être inactivée par 
oxydation gardant ainsi le niveau cytosolique de Ca2+ élevé pour favoriser le remodelage 
et l’hypertrophie cellulaire (67). Des niveaux élevés de Ca2+ vont activer la calmoduline 
et son substrat, la calcineurine (68). La calcineurine a pour effet de déphosphoryler le 
facteur nucléaire des lymphocytes T activés (NFAT), le rendant apte à se transporter vers 
le noyau pour promouvoir la transcription des gènes en lien avec l’hypertrophie cellulaire 
(68).  
 Le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) peut également agir sur les 
CMLV via la production de DRO (Fig 1.4B). Or, contrairement à l’ANGII, le PDGF 
induira la prolifération des CMLV, un mécanisme augmentant le nombre de CMLV 
présent dans les vaisseaux sanguins. Une prolifération trop importante des CMLV risque 
de détériorer la fonction vasculaire puisque les CMLV en état de prolifération constante 
perdent leurs propriétés contractiles. Le PDGF a grandement été étudié dans les CMLV 
de par ses actions médiées par son récepteur (PDGFR). L’implication du H2O2 dans les 
voies de signalisation induites par le PDGF a été suggérée en observant que la 
péroxyrédoxine II (Prx II), une peroxydase qui élimine le H2O2 endogène, diminue la 
signalisation du PDGF (69). De plus, une déficience en Prx II contribue à augmenter les 
niveaux de H2O2 et l’activation du PDGFR suggérant que le H2O2 peut affecter la 
signalisation du PDGF (69). Tel que mentionné ci-haut, ERK1/2 sera activé et pourra se 
déplacer vers le noyau pour activer l’activator protein 1 (AP-1) et le changement 
conséquent dans l’activité du redox factor-1 (Ref-1) qui inhibe la Trx (70). Cette dernière 
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étape engendre une augmentation de l’expression des gènes liés à la croissance dans les 
CMLV. 
 La prolifération cellulaire peut aussi être associée à une progression du cycle 
cellulaire. Le cycle cellulaire permet à la cellule mère de se diviser selon plusieurs étapes 
précises pour s’assurer que l’acide désoxyribonucléique (ADN) soit dupliqué aux deux 
cellules filles. En ce qui concerne le cycle cellulaire, de faibles niveaux de DRO sont 
reconnus pour promouvoir la croissance cellulaire tandis que des niveaux élevés de DRO 
mènent à l’apoptose (71). Le H2O2 peut inactiver la phosphatase and tensin homolog 
(PTEN), un mécanisme que le PDGF utilise pour augmenter la quantité de 
phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate (PIP3) (71). Le PIP3 active la PKB qui à son 
tour va pouvoir activer le mammalian target of rapamycin (mTOR) et inhiber la 
glycogène synthétase kinase-3 (GSK-3) (71;72). D’une part, mTOR engendre l’activation 
de la protéine ribosomique S6 kinase 1 (p70S6K) pour accroître la synthèse de la cycline 
D1 pour faire progresser les CMLV dans leur cycle cellulaire (72). D’autre part, 
l’inactivation de la GSK-3 va prévenir la phosphorylation de la cycline D1, mécanisme 
permettant d’empêcher la dégradation de la cycline D1 induite par la GSK-3 pour 
s’assurer que le cycle cellulaire ne soit pas à l’arrêt complet (72). Bref, la PKB cible deux 
molécules clés pour s’assurer que les CMLV continuent à progresser dans leur cycle 
cellulaire. 
 La migration des CMLV est l’un des mécanismes à la base du remodelage 
vasculaire, car elle permet l’épaississement de l’intima et le durcissement conséquent de 
la paroi vasculaire. L’extension de la membrane cellulaire constitue le point de départ de 
la migration cellulaire. Cette étape se produit lors d’un dommage vasculaire créant un 
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changement de polarité dans la cellule engendrant ainsi la migration des CMLV vers la 
lumière des vaisseaux sanguins (73). L’extension de la membrane cellulaire est rendue 
possible grâce à la polymérisation de l’actine, où l’on observe l’incorporation de 
monomères d’actine pour permettre à la membrane de s’étendre. La migration cellulaire 
peut être induite par les DRO via la phényléphrine, le facteur de croissance de 
l’endothélium vasculaire (VEGF) et la chémokine monocyte chimioattractant protéine-1 
(MCP-1) (74;75;76). Il a effectivement été démontré que la migration induite par la 
phényléphrine et le VEGF est inhibée par la catalase et la N-acétylcystéine (NAC) tandis 
que la migration induite par la MCP-1 est inhibée par la SOD (74;75;76).  
1.4.2.1 Rôle de l’IGF-1R  
 Plusieurs facteurs hypertrophiques, tels que l’ANGII, le PDGF et les DRO, sont 
en mesure d’influencer l’expression de l’insulin-like growth factor receptor 1 (IGF-1R), 
un récepteur tyrosine kinase reconnu comme étant critique dans la croissance des CMLV 
(77;78;79;80). Ce récepteur se constitue de deux chaînes alpha extracellulaires et de deux 
chaînes bêta intracellulaires (81). Son activation cause l’auto-phosphorylation des 
tyrosines présentes sur les chaînes bêta pour engendrer la phosphorylation des insulin 
receptor substrate (IRS) et de Src homology domain 2 (Shc) (82). Ce sont les IRS qui 
permettent la transduction du signal vers la PI3-K et les MAPK pour favoriser la 
croissance et la différenciation des CMLV (83;84). L’IGF-1R va lier principalement 
l’IGF-1 pour exercer ses effets biologiques. Or, le H2O2 est reconnu pour activer l’IGF-
1R. En effet, l’inhibition pharmacologique de l’IGF-1R inhibe les effets du H2O2 sur la 
PKB (85). Bref, le H2O2 aurait la possibilité de médier certains de ces effets 
hypertrophiques via l’IGF-1R.   
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1.4.2.2 Rôle de la PKC 
 Il est connu que l’hypertrophie induite par activation des récepteurs couplés aux 
protéines G (RCPG) est médiée par les protéines kinases C (PKC). En effet, les PKC 
peuvent causer l’hypertrophie en réponse à l’ANGII et à l’ET-1 (86;87). De plus, les 
PKC peuvent réguler l’hypertrophie via l’ERK1/2, une MAPK grandement impliquée 
dans ce phénomène pathophysiologique (88). La PKC représente une classe de kinase 
constituée de différentes familles pouvant promouvoir certaines MCV (89;90). Elle se 
compose de plusieurs isoformes toutes classées en sous-catégories selon leur molécule 
stimulatrice. Celles pouvant répondre au Ca2+, au diacylglycérol (DAG) et aux 
phospholipides sont dites conventionnelles (isoformes α, β et γ). Lorsqu’elles ne peuvent 
répondre qu’au DAG, elles sont décrites comme étant « nouvelles » (isoformes θ, δ, ε et 
η). Finalement, celles ne répondant ni au Ca2+ ni au DAG, mais à la phosphatidylsérine, 
sont dites atypiques (isoformes ι et ζ) (91). Chaque isoforme est capable de causer 
différentes réponses cellulaires selon la situation physiologique. Les isoformes PKCα, 
PKCβ et PKCε sont toutes augmentées en situation d’hypertrophie cardiaque (92;93). Les 
PKC peuvent être affectées par des processus de modifications redox. C’est au niveau du 
domaine régulateur N-terminal et du domaine catalytique que le H2O2 peut agir 
directement sur les PKC. En effet, ces deux domaines possèdent des résidus cystéines 
susceptibles d’être modifiés par le H2O2 (94). Ceci démontre que les PKC jouent un rôle 




1.4.2.3 Rôle de la famille SRC  
 Les kinases SRC peuvent également jouer un rôle dans la migration cellulaire via 
leur activation par les DRO (52). En effet, les kinases SRC peuvent cibler plusieurs 
protéines en lien avec la migration cellulaire, telles que la paxilline, l’adaptateur p130Cas 
et la focal adhesion kinase (FAK) (95;52). La production de H2O2 favorise la 
polymérisation de l’actine via la phosphorylation de c-Src (96). Cette dernière peut 
augmenter l’activité de la PDK-1 et ainsi mener à l’activation de la p21 associated kinase 
(PAK) et ainsi favoriser l’incorporation des monomères d’actine (96). La famille SRC est 
donc un groupe de kinase pouvant faciliter la motilité des CMLV en présence de H2O2 de 
par ses effets sur la polymérisation de l’actine. 
    
 
 











Figure 1.4 Schéma montrant les voies de signalisation induite par la production de 
H2O2 dans les CMLV. A. Représentation des voies dépendantes et indépendantes des 
dérivés réactifs de l’oxygène (DRO). Ces deux voies sont activées lors de l’hypertrophie 
des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) induite par l’angiotensine II (ANGII). 
La voie indépendante des DRO est activée via une protéine Gq menant à une 
augmentation du niveau de Ca2+ cytosolique induite par la phospholipase C (PLC) pour 
promouvoir la transactivation du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR). 
L’association entre les protéines src homology 2 domain (Shc), growth factor receptor-
bound protein 2 (Grb2) et son of sevenless (SOS) va activer la voie des mitogen-activated 
protein kinase (MAPK) pour ainsi promouvoir la phosphorylation de la Thr 70 de PHAS-
1 induite par l’extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2). La voie dépendante 
des DRO, par le biais de la production de H2O2, aura deux effets. D’une part, la tyrosine 
kinase cytosolique c-Src et la proline-riche tyrosine kinase 2 (Pyk2) vont promouvoir la 
phosphorylation de c-Abelson murine leukemia viral oncogene (c-Abl) et de l’EGFR pour 
favoriser leur association avec l’adaptateur p130Cas et la phosphoinositide 3-kinase (PI3-
K) pour ultimement activer la 3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1 (PDK-1). 
D’autre part, le H2O2 va oxyder la thiorédoxine (Trx) pour libérer l’apoptosis signal 
regulating kinase-1 (ASK-1). La PDK-1 va activer la protéine kinase B (PKB) tandis que 
l’ASK-1 va se lier à la p38 MAPK pour promouvoir le recrutement de la MAPK-
activated protein kinase-2 (MAPKAPK-2). La MAPKAPK-2 mène à l’activation 
complète de la PKB pour qu’elle puisse induire la phosphorylation de la Ser 65 de 
PHAS-1. Ces deux phosphorylations permettront de dissocier PHAS-1 et l’eukaryotic 
initiation factor-4E (eiF4E) pour accroître l’hypertrophie. B. L’activation du PDGFR par 
le PDGF permet d’agir sur le cycle cellulaire et l’expression de gènes liés à la 
prolifération cellulaire. Au niveau du cycle cellulaire, le H2O2 peut empêcher l’inhibition 
de phosphatase and tensin homolog (PTEN) pour que le phosphatidylinositol (3,4,5)-
triphosphate (PIP3) produit par la PI3-K garde la PKB active. Cette dernière activera le 
mammalian target of rapamycin (mTOR) et inhibera la glycogène synthétase kinase-3 
(GSK-3). mTOR causera l’activation de la protéine ribosomique S6 kinase 1 (p70S6K) 
pour favoriser l’activité de la cycline D1 tandis que l’inhibition de la GSK-3 l’empêchera 
d’inactiver la cycline D1. Ce faisant, les CMLV pourront progresser dans leur cycle 
cellulaire. La cascade favorisant la prolifération cellulaire implique l’activation de 
l’ERK1/2 telle que mentionnée ci-dessus. Or, ERK1/2 activera l’AP-1 pour que cette 
dernière puisse modifier l’activité du redox factor-1 (Ref-1) pour qu’il puisse inhiber la 
Trx. Cela causera une augmentation de l’expression des gènes liés à la prolifération 
cellulaire. Basée sur la référence (69).                         
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1.5 Actions biologiques du H2O2 sur les cellules endothéliales 
 Les cellules endothéliales modulent la physiologie des CMLV par la production 
de diverses substances capables d’induire entre autres la dilatation des CMLV. Le 
métabolisme du NO est la principale cible de l’action du H2O2 sur la fonction 
endothéliale. Le H2O2 peut promouvoir le découplage de la NOS endothéliale (eNOS), ce 
qui augmente les niveaux d’O2-, diminuant ainsi la biodisponibilité du NO (97). De plus, 
le H2O2 peut augmenter l’expression de l’arginase dans l’endothélium des artérioles 
coronaires (98). Étant donné que l’arginase métabolise la L-arginine en urée et en L-
ornithine, la biodisponibilité de la L-arginine sera réduite, menant à une diminution de la 
production de NO puisque la L-arginine est un précurseur du NO (98). Une diminution 
du niveau de NO détériore le processus de vasodilatation des cellules endothéliales, ce 
qui peut prédisposer à l’athérosclérose (98). 
1.6 Structure de l’Early growth response protein-1 (Egr-1) 
 L’Egr-1 fut la première protéine décrite à titre de facteur de transcription à doigt 
de zinc (99). Au moment de sa découverte, elle fut également décrite comme étant un 
facteur de croissance neuronal (99). Cette protéine fut nommée Egr-1 de par sa capacité à 
favoriser la croissance chez les fibroblastes, les cellules épithéliales et les lymphocytes 
(100). Localisée sur le chromosome 5q23-q31, la protéine Egr-1 mature est constituée de 
533 acides aminés et possède un poids moléculaire de 80 kDa. Les domaines fonctionnels 
présents sur l’Egr-1 permettent de contrôler son activité transcriptionelle (Fig 1.5). Le 
DNA-binding domain (DBD) est composé de trois motifs à doigt de zinc et se localise 
entre les acides aminés des positions 332 à 416 (101). À même le DBD, une séquence de 
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localisation nucléaire (NLS) de 15 acides aminés est présente en position N-terminal de 
ce domaine (102). Des études structurales ont révélé la présence d’un strong activation 
domain (SAD) dans la région N-terminale de l’Egr-1 ainsi qu’un weak activation domain 
(WAD) dans sa région C-terminale (103). Finalement, un domaine répresseur (R) 
composé de 34 acides aminés se trouve entre les domaines SAD et NLS (104). Ce 
domaine régulateur sert de site de liaison pour les protéines nerve growth factor-induced-
A-binding proteins 1 and 2 (NAB1 et NAB2), deux protéines répressives d’Egr-1 
(104;105). L’Egr-1 utilise son motif à doigt de zinc pour lier la séquence d’ADN 5’-
GCGGGGGCG-3’, nommée Egr-1 binding sequence (EBS), présente sur le promoteur de 
ses gènes cibles pour modifier l’expression (106;107). 
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Figure 1.5 Structure du facteur de transcription Egr-1 et structure de l’élément de 
réponse EGR sur les gènes cibles de l’Egr-1. A. Représentation schématique du gène 
de l’Egr-1. L’Egr-1 se compose de cinq domaines indépendants; un strong activation 
domain (SAD) favorisant l’activité de l’Egr-1, un domaine répresseur (R), un site de 
localisation nucléaire (NLS), un DNA-binding domain (DBD) contenant trois motifs 
doigt de zinc et un weak activation domain (WAD). B. Représentation schématique des 
gènes cibles de l’Egr-1 ayant un élément de réponse EGR. À noter que les zones de 
couleur beige représentent différents sites pouvant subir des modifications post-




1.7 Régulation et expression du gène de l’Egr-1 
 L’Egr-1 possède des serum response elements (SRE) au niveau de sa région 5’ 
(Fig 1.6) (105). L’activation des SRE requiert la présence du serum response factor 
(SRF) et du complexe ternaire, ce dernier étant composé de l’ETS domain-containing 
protein-1 (Elk-1) et des protéines accessoires SRF 1 et 2, dans le but de déclencher les 
activités biologiques des gènes cibles de l’Egr-1 (105). Un cyclic adenosine 
monophosphate (cAMP) response element-binding protein (CREB) dans la structure du 
promoteur de l’Egr-1 permet de contrôler sa transcription via la p38/stress-activated 
protein kinase-2-mediated (SAPK2) (110;111) (Fig 1.6). La région EBS présente sur 
l’Egr-1 permet de réguler sa propre transcription génique (107). Finalement, l’Egr-1 
possède deux sites de liaison pour la protéine activatrice Sp1 (Fig 1.6). Il a été démontré 
que l’Egr-1 peut déloger la Sp1 de ses gènes cibles pour retirer l’effet d’inhibition causé 
par la Sp1 favorisant donc la transcription des gènes cibles de l’Egr-1 (112). Comme cela 
fut démontré pour la région EBS, il est possible que l’Egr-1 lie sa propre région Sp1 pour 
augmenter davantage sa propre transcription. Il est intéressant de mentionner que l’Elk-1 
est une protéine capable de phosphoryler l’ERK1/2 et la c-Jun N-terminal kinase (JNK) 
pour promouvoir les liaisons d’ADN, la formation du complexe ternaire et la 
transcription des SRE (113). De plus, l’activateur de l’ERK1/2, la mitogen-activated 
protein kinase kinase 1/2 (MEK1/2) est en mesure de stimuler l’activité du promoteur de 
l’Egr-1 (114). Donc, l’Elk-1 permet de relier la voie de signalisation de l’ERK1/2 à 












Figure 1.6 Régions régulatrices du gène humain de l’Egr-1. La flèche indique le lieu 
de départ de la transcription de l’Egr-1. La région 5’ contient une boîte TATA, des 
serum-response elements (SRE), un cyclic adenosine monophosphate (cAMP) response 
element-binding protein (CREB) et deux sites de liaison pour Sp1. De plus, l’Egr-1 lie 








1.8 Voies de signalisation impliquées dans l’activation de l’Egr-1 dans les CMLV 
 Certaines études effectuées sur la signalisation de l’Egr-1 ces dernières années 
tentent d’identifier son rôle dans le système cardiovasculaire. Dans les CMLV, plusieurs 
études démontrent un lien entre les voies de signalisation induisant la prolifération 
cellulaire et l’induction de l’expression de l’Egr-1. La signalisation du Ca2+ joue un rôle 
dans le déclenchement de l’expression de l’Egr-1 dans les CMLV (Fig 1.7) (116). En fait, 
l’expression de l’Egr-1 induite par l’ET-1 est atténuée par différents inhibiteurs 
pharmacologiques ciblant la signalisation calcique tels que le calmidazolium et le W-7, 
deux inhibiteurs de la calmodulin, et le KN-93, un inhibiteur de la Ca2+/calmodulin-
dependent protein kinase II (CAMKII) (Fig 1.7) (116). Les voies de signalisation 
d’ERK1/2 et de JNK sont également impliquées dans l’expression de l’Egr-1 induite par 
l’acide lysophosphatidique (LPA) et l’ANGII démontrant l’importance des MAPK dans 
l’expression de l’Egr-1 (117;118). Les voies de signalisation de la PI3-K et de la PKB 
activées par l’insulin-like growth factor-1 (IGF-1) peuvent favoriser l’expression de 
l’Egr-1 dans les CMLV (Fig 1.8) (119). De plus, il est intéressant de constater que la 
production de DRO, suite à l’exposition des CMLV à l’IGF-1, affecte l’expression de 
l’Egr-1, ce qui fut démontré grâce à l’utilisation du DPI comme inhibiteur de la 
NAD(P)H oxydase (Fig 1.8) (119). Ainsi, les DRO font partie intégrante de la 
signalisation intracellulaire modulant l’expression de l’Egr-1. Cependant, les voies de 




Figure 1.7. Schéma montrant les différentes voies de signalisation impliquées dans 
l’expression de l’Egr-1 induite par l’ET-1 et l’ANGII. Les récepteurs couplés aux 
protéines G (RCPG) activés par des peptides vasoactifs vont causer l’arrivée de Ca2+ du 
réticulum sarcoplasmique vers le cytosol en présence d’inositol triphosphate (IP3). Le 
DAG aura pour effet d’activer la PKC pour favoriser la production des dérivés réactifs de 
l’oxygène (DRO). La présence de Ca2+ et de DRO va favoriser l’activation de la 
Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II (CAMKII) pour éventuellement hausser 
l’expression de l’Egr-1 et ainsi promouvoir la croissance cellulaire, l’hypertrophie 





Figure 1.8. Schéma montrant les différentes voies de signalisation impliquées dans 
l’expression de l’Egr-1 induite par l’IGF-1. L’insulin-like growth factor-1 (IGF-1) 
active l’insulin-like growth factor-1 receptor (IGF-1R). Cela cause l’augmentation de la 
production des dérivés réactifs de l’oxygène (DRO) ainsi que la phosphorylation de la c-
Jun N-terminal kinase (JNK) et de l’extracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2). 
Ces dernières sont dépendantes de la production de DRO et vont favoriser la croissance et 
l’hypertrophie cellulaires via l’activation de l’Early growth response protein-1 (Egr-1). 
Également, la voie de signalisation de la protéine kinase B (PKB) sera déclenchée via 
l’activation de la phosphoinositide 3-kinase (PI3-K) induite par l’IGF-1R pour 
promouvoir la survie cellulaire et la synthèse protéique via l’expression de l’Egr-1. Basée 
sur la référence (119). 
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1.9 Implication de l’Egr-1 dans les maladies cardiovasculaires  
 L’Egr-1 est faiblement exprimé dans les vaisseaux sanguins sains. En présence de 
stimuli liés au stress, l’expression de l’Egr-1 est augmentée. En fait, l’Egr-1 est un 
médiateur des effets de certaines molécules clés impliquées dans le remodelage 
vasculaire, telles que le PDGF, le récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes 
gamma (PPARγ) et le TGF-β1 (120;121;122).  
 L’enzyme ED5, capable de cliver l’ARNm de l’Egr-1, est grandement utilisée 
pour démontrer le rôle de l’Egr-1 dans diverses situations pathologiques (123). Cette 
molécule fut utilisée pour démontrer les rôles de l’Egr-1 dans les désordres vasculaires 
suite à des greffes veineuses (124;125). En effet, l’élimination de l’Egr-1 par cette 
méthode réduit la sténose et la formation de néointima qui peuvent être observées lors de 
greffes veineuses (124;125). Des études ayant démontré un rôle majeur de l’Egr-1 dans le 
remodelage systémique artériel suggèrent que l’Egr-1 favorise le développement 
néointimal dans l’hypertension artérielle pulmonaire (126). La diminution de l’Egr-1 
induite par l’enzyme ED5 ou bien par des méthodes pharmacologiques démontrent une 
atténuation du remodelage vasculaire pulmonaire in vivo indiquant le rôle critique de 
l’Egr-1 dans l’hypertension artérielle pulmonaire (126). 
  Par ailleurs, le rôle fonctionnel de l’Egr-1 fut démontré en observant les niveaux 
du PDGF et du TGF-β1 (127). Ces derniers sont augmentés lors de l’hypertension 
artérielle pulmonaire, mais suite à une inhibition de l’Egr-1, on observe une diminution 
des niveaux de PDGF et du TGF- β1 démontrant le rôle de  l’Egr-1 dans la régulation de 
ces deux facteurs de prolifération cellulaire (127). 
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 De plus, les stades précoces du développement de lésions athérosclérotiques 
s’accompagnent d’une augmentation de l’expression des gènes cibles d’Egr-1, 
notamment le TNF-α et l’interleukine-2 (IL-2) (127). Aussi, dans un modèle de souris 
déficientes du récepteur LDL recevant une diète riche en gras, l’hypercholestérolémie 
conséquente s’accompagne d’une augmentation des niveaux d’Egr-1 dans les CMLV 
(128). Des observations similaires furent observées chez les souris ApoE-/- démontrant 
ainsi un rôle prépondérant de l’Egr-1 dans le processus de l’athérogénèse chez les souris 
et les humains (128).  
 Les PKC semblent également avoir un rôle important dans l’athérosclérose liée à 
l’Egr-1 puisque des études in vivo chez des souris déficientes en PKCβ ne montrent 
aucun signe d’athérosclérose (129). 
 Mis à part l’hypertension et l’athérosclérose, l’Egr-1 peut aussi être lié à la 
resténose et à l’ischémie. Chez des souris déficientes en Egr-1 assujetties à l’hypoxie, les 
niveaux d’expression du facteur tissulaire et les dépôts de fibrine, caractéristiques 
représentatives des modèles d’ischémie et de reperfusion, sont atténués au niveau 
pulmonaire comparativement aux souris sauvages (130). Cet effet est aussi observé chez 
les souris déficientes de la PKCβ ainsi que dans les blocages pharmacologiques de la 





1.10 Buts de cette étude 
 En tant que DRO le plus stable dans le système vasculaire, le H2O2 est impliqué 
dans la pathophysiologie des maladies vasculaires via l’activation de plusieurs voies de 
signalisation impliquées dans les processus d’inflammation, de migration, de 
prolifération et de survie cellulaires. 
 De hauts niveaux d’Egr-1 semblent promouvoir la transcription de gènes liés aux 
processus pathologiques cardiovasculaires, tels que l’athérosclérose, l’hypertension, 
l’ischémie/reperfusion et la resténose. Des études dans des modèles d’insultes vasculaires 
ont démontré l’association entre des niveaux élevés d’Egr-1 dans les CMLV et la 
croissance des CMLV ainsi que l’épaississement de l’intima. L’Egr-1 semble ainsi être 
impliqué dans les événements cellulaires induits par le H2O2 au cours de la pathogénèse 
des MCV. Cependant, les études décrivant les voies de signalisation menant à 
l’augmentation de l’expression de l’Egr-1 en réponse au H2O2 dans les CMLV restent 
inexplorées. Par conséquent, le but de cette étude est de déterminer quelles sont les voies 
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 Increased generation of reactive oxygen species (ROS) is believed to play a key 
role in the pathophysiology of cardiovascular diseases. Excessive growth and 
proliferation of vascular smooth muscle cells (VSMC) have been suggested to be a major 
contributor to vascular dysfunction. A potential involvement of Early growth response 
protein-1 (Egr-1), a zinc-finger transcription factor, in the development of vascular injury 
has been suggested. Recent studies have shown that hydrogen peroxide (H2O2), a ROS, 
increases Egr-1 expression in VSMC. However, signalling events leading to H2O2-
induced Egr-1 expression are not fully understood. Therefore, this study aims to examine 
the signalling pathways implicated in H2O2-induced Egr-1 expression in VSMCs. 
H2O2 increased Egr-1 expression in a time and dose-dependent fashion in A10 VSMC. 
Pharmacological blockade of tyrosine kinases insulin-like growth factor-1 receptor (IGF-
1R) and c-Src, by AG1024 and PP2 respectively, abolished H2O2-induced Egr-1 
expression while AG1478, an inhibitor of the epidermal growth factor receptor (EGFR), 
and PP3, the inactive analog of PP2, had no effect on Egr-1 expression. Pharmacological 
blockade of extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) and protein kinase C 
(PKC), by UO126 and rottlerin respectively, decreased H2O2-induced Egr-1 expression. 
Moreover, pharmacological blockade of PKC by rottlerin decreased H2O2-induced 
ERK1/2 phosphorylation. In summary, our data suggest that H2O2 triggers its effects on 
Egr-1 expression through upstream kinases IGF-1R and c-Src while PKC and ERK1/2 
are both needed to promote H2O2-induced Egr-1 expression in VSMC.  




Key words: Egr-1, H2O2, MAPK, ERK1/2, PKC, VSMC 
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Introduction 
 Aberrant proliferation, migration and growth of VSMC have been linked to the 
development of vascular dysfunctions leading to diseases such as atherosclerosis, 
hypertension, restenosis and ischemia (Jackson and Schwartz, 1992; Dickinson et al., 
2014). Several reports have suggested that insulin-like growth factor-1 (IGF-1), 
angiotensin II (ANGII) and endothelin-1 (ET-1), well-known growth factors and 
vasoactive peptides to have many biological actions on blood vessels, might be involved 
in the progression of VSMC remodelling and dysfunction (Youreva and Srivastava, 
2016;Weiss et al., 2001;Bohm and Pernow, 2007). Interestingly, all of these agents have 
the ability to promote oxidative stress by triggering reactive oxygen species (ROS) 
production through the activation of NAD(P)H oxidase (Daou and Srivastava, 2004; 
Vardatsikos et al., 2009; Youreva and Srivastava, 2016; Brown and Griendling, 2015). 
ROS have been reported to induce VSMC dysfunctions by inducing signalling events 
linked to cell growth, cell proliferation and cell migration (Griendling et al., 2000; Brown 
and Griendling, 2015). Among the ROS, hydrogen peroxide (H2O2), one of the most 
stable ROS, play a key role in mediating contractile and hypertrophic responses in the 
vasculature (Clempus and Griendling, 2006). In a model of hypertension, vascular levels 
of H2O2 have been reported to be increased and an exaggerated contractile response in 
arteries of spontaneously hypertensive rats (SHR) compared to normotensive Wistar 
Kyoto rats (WKY) has been demonstrated (Gao and Lee, 2001). Well-known signalling 
pathways activated by H2O2 are the mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway, 
the phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B (PI3-K/PKB) pathways and the 
receptor and non-receptor tyrosine kinases IGF-1R and c-Src pathway (Baas and Berk, 
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1995; Blanc et al., 2004; Azar et al., 2006; Lyle and Griendling, 2006; Mehdi et al., 2007; 
Byon et al., 2016). These signalling events also induce the activation of several 
transcription factors implicated in the expression of genes linked to vascular remodelling 
(Clempus and Griendling, 2006). The early growth response protein-1 (Egr-1), a zinc 
finger transcription factor, can regulate the expression of several genes attributed in the 
pathogenesis of vascular disease (Khachigian, 2006). Several studies have suggested a 
potential role of Egr-1 in the development of atherosclerotic lesions, restenosis and 
neointimal thickening (Fahmy and Khachigian, 2000; McCaffrey et al., 2000; Lowe et 
al., 2001; Blaschke et al., 2004; Han and Liu, 2010). We have shown recently that IGF-1 
enhances the expression of Egr-1 via a ROS-dependent pathway involving the activation 
of ERK1/2 in VSMC (Youreva and Srivastava, 2016). A role of H2O2 in Egr-1 expression 
and signalling events involved in this process in VSMC remain poorly characterized. In 
this study, the involvement of receptor and non-receptor tyrosine kinases and ERK1/2 in 









Materials and Methods  
Antibodies and reagents 
 H2O2 was obtained from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, Missouri, USA) and cell 
culture reagents were procured from Invitrogen Corp. (Grand Island, New York, USA). 
AG1024 (IGF-1R inhibitor), AG1478 (EGFR inhibitor), PP2 (c-Src inhibitor), PP3 
(inactive analog of PP2), UO126 (MEK1/2 inhibitor), rottlerin and rö-31-8220 (PKC 
inhibitors) were purchased from Calbiochem (San Diego, California, USA). Egr-1, β-
tubulin, and anti-rabbit antibodies were from Cell Signalling (Beverly, Massachusetts, 
USA). The enhanced chemiluminescence (ECL) detection system kit was procured from 
Perkin Elmer (Montreal, Quebec, Canada). 
Cell culture 
 A10 VSMC derived from thoracic aorta of embryonic rats were maintained in 
culture with Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) containing 10% fetal bovine 
serum (FBS) and 1% penicillin/streptomycin, in a humidified atmosphere of 5% CO2 
exchange at 37°C. They were sub-cultured twice a week by harvesting them with 
trypsin/ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). The cells were made quiescent by 







Cell lysis and immunoblotting 
 Confluent, serum-starved A10 VSMC grown to 80% confluence in 60-mm culture 
plates were pre-treated in the presence of various agents for 30 min, followed by 
stimulation with 100 μM of H2O2 for different time point. Cells incubated in the absence 
or presence of various agents were washed three times with ice-cold phosphate buffer 
saline 1X (PBS 1X) and lysed on ice in 100 μl of RIPA buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4; 
150 mM NaCl; 0,5% Na-deoxycholate; 1% NP40; 0,1% sodium dodecyl sulphate(SDS); 
2 mM EDTA and 50 mM NaF) containing a cocktail of three inhibitors: 
phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF), protease inhibitor cocktail (PIC) and 
orthovanadate (OV), all diluted 1:100. The cell lysates were clarified by centrifugation at 
13 000g for 10 min at 4°C. Protein concentration was determined by Bradford assay. 
Equal amounts of protein were subjected to 7.5% sodium dodecyl sulphate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), transferred to polyvinylidine difluoride 
(PVDF) membranes (Millipore, USA) and incubated overnight at 4°C with respective 
primary antibodies Egr-1 (1:1000) and β-tubulin (1:5000). The antigen-antibody complex 
was detected by horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody, dilution 
depending on primary antibody dilution, and protein bands were visualized by ECL. The 
intensity of the bands was quantified by densitometric analysis using Quantity One Bio-






RNA preparation and reverse transcriptase 
Cells were washed three times with ice-cold PBS and total RNA was isolated with Trizol 
Reagent (Life Technologies, Burlington, ON). RNA concentration was quantified with 
the Biophotometer at 260 nm and the purity was determined by the A260/A280 ratio 
(Eppendorf, Mississauga, ON). cDNA was synthesized from 500 ng of total RNA using 
High Capacity RNA-to cDNA Kit (Applied Biosystems, Grand Island, NY) as per 
manufacturer’s instructions in a final volume of 20 μl. cDNA was stored at -20 until use. 
 
qRT-PCR analysis 
Real-time quantitative PCR was performed with SYBG (Life Technologies, Grand 
Island, NY) using 2 μl of cDNA in a final volume of 10 μl. Real-time PCR amplification 
was performed using 7500 fast RT-PCR system (Applied Biosystems, Grand Island, NY). 
The expression of Egr-1 mRNA was assessed using the following primers: forward 5’-
ctgcttcatcgtcttcctctg-3’ and reverse 5’- GTCAGTGTTGGGAGTAGGAAAG-3’. Egr-1 
mRNA expression was normalized with the β-actin mRNA level using primers: forward 
5’-TCTTCCAGCCTTCCTTCCT-3’ and reverse 5’-CAGCACTGTGTTGGCATAGA-3’. 
 
Statistics  
 Statistical analysis was performed by one-way, repeated-measures analysis of 
variance (ANOVA) followed by Tukey post hoc test using Graphpad Prism 5 (San Diego, 
California, USA) software program. All data are reported as the mean ± SEM. The 




H2O2 induces Egr-1 expression in a dose and time-dependent fashion 
 As shown in figure 1A, treatment of VSMC with 100 μM of H2O2 increased the 
expression of Egr-1 in a time-dependent manner. The protein band corresponding to Egr-
1 could be detected only after 60 min of stimulation, which peaked at 120 min of 
treatment and eventually decreased after 240 min of treatment. Moreover, H2O2-induced 
Egr-1 expression was also dose-dependent (Fig 1B). Using 60 min treatment with 
different H2O2 concentrations, an increase in Egr-1 expression was detected at 25 μM of 
H2O2, which further increased as the H2O2 concentration was raised further. In fact, a 100 
μM dose of H2O2 showed the highest level of Egr-1 expression out of all the doses tested.  
H2O2 mediates Egr-1 expression through tyrosine kinase receptor IGF-1R and non-
receptor tyrosine kinase c-Src  
 Tyrosine kinases play a critical role in activating many signalling pathways 
implicated in cardiovascular diseases (Knock, 2015). Since the insulin-like growth factor 
receptor type-1 (IGF-1R) and c-Src are well-known effectors in transducing the effect of 
H2O2 on cell signalling pathways, (Mehdi et al., 2007; Byonet al., 2016 Azar et al., 2007) 
we investigated if H2O2-induced Egr-1 expression would also involve these two upstream 
effectors. Using AG1024 as an IGF-1R inhibitor and AG1478, as an EGFR inhibitor, we 
observed that Egr-1 expression was significantly down-regulated by treatment of VSMC 
with AG1024 while AG1478 was ineffective in altering H2O2-induced Egr-1 expression 
(Fig 2A). To probe the involvement of the c-Src family of tyrosine kinases with H2O2-
induced responses, we utilized PP2, a selective inhibitor of the c-Src family, and PP3, a 
negative control of c-Src inhibitor PP2. As shown in figure 2B, PP2 almost completely 
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attenuated H2O2-induced Egr-1 expression while PP3 did not exert any inhibitory effect 
on Egr-1 expression. These results demonstrated that H2O2 uses IGF-1R and c-Src 
transactivation to mediate Egr-1 upregulation in VSMC.  
H2O2-induced Egr-1 expression involves MEK/ERK1/2  
 Since H2O2 has the ability to activate the mitogen activated protein kinase 
(MAPK) pathway (Blanc et al., 2004; Guyton et al., 1996) and that Egr-1 expression is 
regulated by MAPK activation (Youreva and Srivastava, 2016; Simo-Cheyou et al., 2016; 
Kapakos et al., 2012), we next determined the involvement of ERK1/2 in H2O2-induced 
Egr-1 expression. For these studies, specific pharmacological inhibitor of the mitogen-
extracellular-signal regulated kinase 1/2 (ERK1/2) kinase (MEK1/2), UO126 was used. 
As shown in Fig 3, pharmacological blockade of MEK/ERK1/2 by UO126 attenuated 
Egr-1 expression enhanced by H2O2. These data indicate that MEK/ERK1/2 signalling 
pathway plays a role in Egr-1 expression in response to H2O2 in VSMC. 
PKC is an upstream mediator of ERK1/2 in H2O2-induced Egr-1 
 Since many reports have shown that protein kinase C (PKC) is activated by H2O2  
(Konishi et al., 1997; Steinberg et al., 2015), and we have shown earlier that PKC is 
required to induce ERK1/2 phosphorylation in VSMC (Blanc et al., 2004), we next 
evaluated the implication of PKC in H2O2-induced Egr-1 expression. For these studies, 
rottlerin and rö-31-8220, well known pharmacological inhibitor of PKC, were used. As 
shown in Figure 4 A and B, pharmacological blockade of PKC by these agents resulted in 
a significant decrease in H2O2-induced Egr-1 expression. These data show that PKC is an 
upstream regulator of ERK1/2 phosphorylation in H2O2-induced Egr-1 expression. 
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Pharmacological blockade of IGF-1R, c-Src, ERK1/2 and PKC attenuate H2O2-
induced Egr-1 mRNA expression 
In order to determine whether H2O2–induced changes in Egr-1 protein expression 
correlated with alterations at the mRNA levels, we performed qRT-PCR analysis. As 
shown in Figure 5, similar to the immunoblotting data, treatment of VSMC with H2O2 
increased Egr-1 mRNA levels and, pharmacological inhibitors of IGF-R and Src family 
tyrosine kinases, as well as ERK1/2 and PKC pathways suppressed H2O2-induced Egr-1 
















Discussion   
 ROS have been implicated in the pathogenesis of vascular diseases such as 
atherosclerosis and hypertension (Dhalla et al., 2000; Fearon and Faux, 2009). 
Remodelling of vasculature, due to an aberrant proliferation, hypertrophy and migration 
of VSMC has been suggested to play a key role in this process (Gomez and Owens, 
2012). Among various ROS, H2O2 which is relatively more stable and cell permeable, has 
been demonstrated to activate signalling pathways that regulate cell proliferation, 
hypertrophy and migration of VSMC (Byon et al., 2016;Brown and Griendling. 2015). In 
the present studies, we have demonstrated that H2O2 potently activates the expression of 
Egr-1, a zinc finger transcription factor implicated in the pathogenesis of vascular 
diseases (Khachigian et al., 2016). By using AG1024 and PP2, specific pharmacological 
inhibitors of IGF-1R and SRC family of tyrosine kinases respectively, we demonstrated 
the involvement of these two kinases in triggering H2O2-induced Egr-1 expression in 
VSMC. In fact, the inhibition of any of these kinases was sufficient to decrease 
dramatically the effect of H2O2 on Egr-1 expression. In addition, our studies also show 
that ERK1/2 activation is essential to trigger the induction of Egr-1 by H2O2 in VSMC. A 
role of IGF-1R and c-Src in H2O2-induced activation of ERK phosphorylation in VSMC 
has alredy been demonstrated earlier (Azar et al., 2006; Mehdi et al., 2007) and, an 
involvement of the ERK pathway in inducing Egr-1 expression in response to IGF-1 
(Youreva and Srivastava, 2016) and several other stimuli has also been reported (Simo-
Cheyou et al., 2016; Kapakos et al., 2012). However, the data presented here, provide 
novel information linking IGF-1R in the signalling cascade responsible to induce Egr-1 
expression in response to H2O2 in VSMC. 
46
 By using PP2, we also provided evidence for the participation of the SRC family 
of non-receptor tyrosine kinases in mediating the H2O2-induced Egr-1 expression both at 
the protein and mRNA level in VSMC. Our earlier work has suggested a requirement of 
c-Src, a prominent member of SRC family, to propagate the H2O2-induced ERK1/2 
phosphorylation in VSMC (Mehdi et al., 2007). We have also recently demonstrated that 
ET-1-induced Egr-1 expression is mediated via c-Src-dependent ERK1/2 pathway (Simo-
Cheyou et al., 2016). An involvement of c-Src in ANGII-induced ROS generation and 
signalling responses in VSMC has also been documented (Touyz et al., 2001). A role of 
c-Src in enhanced ERK1/2 phosphorylation and Gq alpha protein expression in VSMC 
isolated from SHR have also been reported (Atef and Anand-Srivastava, 2016) and 
pharmacological blockade of c-Src has been shown to improve cardiovascular function 
and reduce the development of hypertension in ANG-II-infused animal models of 
hypertension (Qin and Zhou, 2015;Callera et al., 2016). These observations are consistent 
with a key role of c-Src as an effector of signalling pathways implicated in the VSMC 
function. 
 Using rottlerin and rö-31-8220, two broad-spectrum inhibitors of PKC, we 
demonstrated that H2O2-induced Egr-1 expression is dependent on the PKC signalling 
pathway. Interestingly, PKC inhibition by rottlerin also decreased ERK1/2 
phosphorylation suggesting that PKC is an upstream regulator of ERK1/2 
phosphorylation in response to H2O2 in VSMC (data not shown). Rottlerin was also 
found to inhibit lysophosphatidic acid-induced Egr-1 expression in VSMC via a PKC 
delta dependent ERK1/2-dependent pathway (Iyoda et al., 2012). Notably, PKC delta has 
been implicated in modulating ANGII-induced hypertrophic responses in VSMC 
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(Nakashima et al., 2008) and an upregulation of PKC delta in VSMC from SHR has 
recently been demonstrated (Atef and Anand-Srivastava, 2016). Moreover, some 
isoforms of PKC are known to be regulated by redox-dependent pathway involving 
tyrosine phosphorylation (Steinberg et al., 2015), particularly c-Src mediated 
phosphorylation of PKC delta Tyr 311 has been shown to result in its activation 
(Nakashima et al., 2008). Thus, it may be suggested that H2O2-induced activation of PKC 
via c-Src serves as a trigger to induce ERK1/2 phosphorylation leading to Egr-1 
expression in VSMC. 
 In summary, our data have demonstrated the involvement of PKC and c-Src-
dependent activation of ERK1/2 pathways in H2O2-induced Egr-1 expression. Given the 
important role of ROS and ERK1/2 signaling in the pathogenesis of vascular dysfunction, 
it may be suggested that H2O2-induced upregulation of Egr-1 may have a potential role in 
the pathobiology of vascular disease.  
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Figure Legends  
Figure 1. Hydrogen peroxide (H2O2) increases early growth response protein-1 
(Egr-1) expression in A10 vascular smooth muscle cells (VSMC) in a time and dose-
dependent fashion. 
 Confluent, serum-starved quiescent A10 VSMC were treated in the absence 
(CTL) or presence of 100 μM of H2O2 for indicated time (A), or with increasing doses of 
H2O2 for 60 min (B). Cell lysates were probed with Egr-1 antibody (top panel) and also 
analyzed for protein loading, using β-tubulin (middle panel). Bar diagrams (bottom 
panel) represent the densitometric quantifications of Egr-1 relative to β-tubulin. Values 
are the means ± SEM of three independent experiments and expressed as a ratio where 
the control values are taken as 1. ** P<0.01 and * P<0.05, compared to CTL. 
Figure 2. Attenuation of hydrogen peroxide (H2O2)-induced early growth response 
protein-1 (Egr-1) expression by pharmacological inhibitors AG1024 (IGF-1R-PTK 
inhibitor) and PP2 (c-Src non-receptor PTK inhibitor) in A10 vascular smooth 
muscle cells (VSMC), but not by pharmacological inhibitor AG1478 (EGFR-PTK 
inhibitor) and the inactive analog of PP2, PP3. 
 Confluent, serum-starved quiescent A10 VSMC were pre-treated with (+) or 
without (-) 10 μM of AG1024 (IGF-1R PTK inhibitor) or AG1478 ( PTK inhibitor) (A) 
and 10 μM PP2 (selective c-Src non-receptor PTK inhibitor) or PP3 (inactive analog of 
PP2) (B) for 30 min, followed by stimulation with 100 μM of H2O2 for 60 min. Cell 
lysates were probed with Egr-1 antibody (top panel) and also analyzed for protein 
loading, using β-tubulin (middle panel). Bar diagrams (bottom panel) represent the 
densitometric quantifications of Egr-1 relative to β-tubulin. Values are the means ± SEM 
of three independent experiments and expressed as a ratio where the control values are 




Figure 3. Reduction of hydrogen peroxide (H2O2)-induced early growth response 
protein-1 (Egr-1) expression by pharmacological inhibitor UO126 (MEK1/2 
inhibitor) in A10 vascular smooth muscle cells (VSMC). 
 Confluent, serum-starved quiescent A10 VSMC were pre-treated with (+) or 
without (-) 10 μM of UO126 (MEK1/2 inhibitor) for 30 min followed by stimulation with 
100 μM of H2O2 for 60 min. Cell lysates were probed with Egr-1 antibody (top panel) 
and also analyzed for protein loading, using β-tubulin (middle panel). Bar diagrams 
(bottom panel) represent the densitometric quantifications of Egr-1 relative to β-tubulin. 
Values are the means ± SEM of three independent experiments and expressed as a ratio 
where the control values are taken as 1. *** P<0.001 compared to CTL; ### P<0.01 
compared to VSMC treated with H2O2 alone. 
Figure 4. Decrease in early growth response protein-1 (Egr-1) expression induced by 
hydrogen peroxide (H2O2) by pharmacological inhibitors rottlerin and rö-31-8220 
(PKC inhibitors) in A10 vascular smooth muscle cells (VSMC).  
Confluent, serum-starved quiescent A10 VSMC were pre-treated with (+) or without (-) 
10 μM of rottlerin (A) or rö-31-8220 (B) (PKC inhibitor) for 30 min followed by 
stimulation with 100 μM of H2O2 for 60 min. Cell lysates were probed with Egr-1 
antibody (top panel) and also analyzed for protein loading, using β-tubulin (middle 
panel). Bar diagrams (bottom panel) represent the densitometric quantifications of Egr-1 
relative to β-tubulin. Values are the means ± SEM of three independent experiments and 
expressed as a ratio where the control values are taken as 1. *** P<0.001 compared to 






Figure 5. Inhibition of Egr-1 mRNA level induced by hydrogen peroxide (H2O2) 
with pharmacological inhibitors AG1024 (IGF-1R-PTK inhibitor), PP2 (c-Src non-
receptor PTK inhibitor), UO126 (MEK1/2 inhibitor), rottlerin and rö-31-8220 (PKC 
inhibitors) in A10 vascular smooth muscle cells (VSMC). 
Confluent, serum-starved quiescent A10 VSMC were pre-treated with either 10 μM of 
AG1024 (IGF-1R PTK inhibitor), 10 μM PP2 (selective c-Src non-receptor PTK 
inhibitor), 10 μM of UO126 (MEK1/2 inhibitor) or 10 μM of rottlerin or rö-31-8220 
(PKC inhibitor) for 30 min followed by stimulation with 100 μM of H2O2 for 60 min. 
Analysis of relative Egr-1 mRNA levels was performed by using qRT-PCR. Values are 
the means ± SEM of three independent experiments and expressed as a ratio where the 
control values are taken as 1. *** P<0.001 compared to CTL; ### P<0.01 compared to 






































































 La prolifération et la migration des CMLV sont deux mécanismes clés dans le 
remodelage vasculaire. Ces événements pathophysiologiques caractéristiques des MCV 
sont déclenchés par des stimuli hormonaux ou physiques favorisant la formation des 
MCV telles que l’athérosclérose et l’hypertension artérielle. Ces stimuli ont également la 
capacité de promouvoir le stress oxydatif via la production des DRO pour favoriser la 
progression des MCV. Au niveau du système vasculaire, le H2O2 est un effecteur puissant 
capable de promouvoir les voies de signalisation en relation avec la prolifération et la 
croissance des CMLV. Ses effets peuvent être médiés par le facteur de transcription Egr-
1 puisque son expression augmente de façon dose-dépendante en présence du H2O2. Pour 
cette raison, l’expression de l’Egr-1 en réponse au H2O2 est liée à différentes voies de 
signalisation qui restent à identifier au niveau des CMLV. En premier lieu, le H2O2 utilise 
le récepteur tyrosine kinase IGF-1R pour déclencher les voies de signalisation menant à 
l’expression de l’Egr-1. De plus, la tyrosine kinase cytosolique c-Src est également 
impliquée dans la transduction du signal puisque son inhibition diminue l’expression de 
l’Egr-1 induite par le H2O2.  
 La voie de signalisation des MAPK, plus précisément celle de l’ERK1/2, est 
impliquée dans l’activation de l’Egr-1 suite à une exposition des CMLV au H2O2. En 
effet, l’inhibition pharmacologique de l’ERK1/2 diminue de façon significative 
l’expression de l’Egr-1 induite par le H2O2. Une activation excessive de l’ERK1/2 est 
reconnue pour entrainer diverses anomalies vasculaires. En effet, la phosphorylation de 
l’ERK1/2 est importante dans l’activation de plusieurs effecteurs agissant sur les 
phénomènes de remodelage cellulaire. Par exemple, l’histone déacétylase 4, une protéine 
réprimant la transcription génique par la déacétylation des histones, peut s’associer à 
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l’ERK1/2 pour favoriser le remodelage de la chromatine (132). L’ERK1/2 peut aussi se 
lier à la protéine c-Myc, un oncogène régulant des gènes associés à la prolifération 
cellulaire, pour en favoriser son activité transcriptionnelle (133). De plus, il est 
intéressant de constater que la voie de signalisation de l’ERK1/2 est inhibée par 
l’exendine-4, un agoniste du récepteur de glucagon-like peptide-1 (GLP-1) traitant le 
diabète de type 2 et ayant des effets bénéfiques sur le système cardiovasculaire (134). 
Cela permet de diminuer la prolifération ainsi que la migration des CMLV (134). Bref, 
l’ERK1/2 est une protéine très importante lorsque vient le temps d’analyser les effets 
prolifératifs et hypertrophiques de plusieurs molécules favorisant les MCV. 
 La voie de signalisation de la PKC est impliquée dans l’expression de l’Egr-1 
induite par le H2O2 comme en fait foi son inhibition par différents agents 
pharmacologiques. Dans la prolifération des fibroblastes induite par le TGF-β, 
l’inhibition de l’isoforme PKCζ empêche cet effet du TGF-β démontrant un rôle de la 
PKC dans la prolifération cellulaire (135). Un rôle de l’isoforme PKCβ a été démontré 
lors d’un stress oxydatif causé par l’adipogénèse (127). Cette famille de kinase est 
également impliquée dans la croissance des CMLV. L’isoforme PKCε a la capacité de se 
lier à Raf-1 pour que ce complexe puisse activer la cascade des MAPK (136). Cela 
engendre la phosphorylation de la caldesmon pour libérer l’actine pour qu’elle soit en 
mesure d’interagir avec la myosine pour favoriser la contraction des CMLV (137). 
 La présente étude fut réalisée dans le but d’élucider les effets du H2O2 sur 
l’expression de l’Egr-1 dans les CMLV. L’expression de l’Egr-1 augmente en fonction 
du temps d’exposition au H2O2 et de la dose du H2O2 choisie. Nous avons observé que le 
H2O2 utilise les tyrosines kinases IGF-1R et c-Src pour initier l’expression de l’Egr-1 
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dans les CMLV. Les voies de la PKC et de l’ERK1/2 sont également impliquées dans 
l’expression de l’Egr-1 induite par le H2O2.  
 En tout et pour tout, nos résultats démontrent une implication de l’IGF-1R, de c-
Src, de l’ERK1/2 et de la PKC dans l’expression de l’Egr-1 en réponse au H2O2 dans les 
CMLV. Puisque le H2O2 augmente l’expression de l’Egr-1 dans les CMLV par le biais 
des voies de signalisation associées au remodelage vasculaire, il serait important de 
considérer ces événements intracellulaires dans le but de développer de nouvelles 

















 Les recherches menées lors de cette étude ont permis de démontrer que 
l’expression de l’Egr-1 induite par le H2O2 est initiée par l’IGF-1R et c-Src alors que 
l’activation de la voie de l’ERK1/2 de même que l’activation de la voie des PKC sont 
nécessaires pour transmettre ce signal. Ces résultats furent obtenus grâce à l’utilisation 
des inhibiteurs pharmacologiques spécifiques UO126, rottlerin, rö-31-8220, AG1024 et 
PP2, bloquant respectivement l’ERK1/2, la PKC, l’IGF-1R et c-Src (Figure 4.1).  
 En tant que DRO, le H2O2 a été proposé comme étant une molécule pouvant 
augmenter la probabilité de développer des MCV. Cependant, les mécanismes précis 
impliquant le H2O2 dans le développement des MCV restent encore à être élucider. 
Puisque le H2O2 augmente l’expression de l’Egr-1, un facteur de transcription ayant un 
rôle dans le remodelage vasculaire, il est suggéré que le H2O2 utilise l’Egr-1 pour 
promouvoir le développement des MCV. Même si cette étude révèle quelles sont les 
voies de signalisation que le H2O2 utilise pour augmenter l’expression de l’Egr-1 dans les 
CMLV, d’autres études sont nécessaires pour éclaircir le mécanisme global permettant 
l’expression de l’Egr-1 dans l’optique de développer de nouvelles techniques 







Figure 4.1. Schéma hypothétique montrant les étapes menant à l’expression de 
l’Egr-1 dans les CMLV. L’activation de l’IGF-1R et de c-Src semble nécessaire pour 
induire l’expression de l’Egr-1 vu que son expression fut réduite par l’AG1024 et la PP2 
respectivement. La PKC est nécessaire à l’expression de l’Egr-1 puisque les inhibiteurs 
spécifiques rottlerin et rö-31-8220 entraînent une inhibition de l’Egr-1. L’expression de 
l’Egr-1 est bloquée par l’inhibiteur spécifique de l’ERK1/2, UO126. Ces éléments 
tendent à confirmer que le H2O2 utilise l’IGF-1R et c-Src pour démarrer la signalisation 
intracellulaire menant à l’augmentation de l’expression de l’Egr-1 dans les CMLV tandis 
que la PKC et l’ERK1/2 sont les kinases intermédiaires permettant d’augmenter 
l’expression de l’Egr-1. Le mécanisme permettant de lier les tyrosines kinases IGF-1R et 
c-Src à la PKC et à l’ERK1/2 reste à être déterminé.      
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Matériels et Méthodes  
Anticorps et produits 
Le H2O2 fut obtenu de Sigma-Aldrich (Saint-Louis, Missouri, USA) et les produits de 
culture cellulaire furent obtenus d’Invitrogen Corp. (Grand Island, New York, USA). 
SP600125 (inhibiteur de JNK), SB203580 (inhibiteur de la p38MAPK) Rö-31-8220 
(inhibiteur de la PKC), Wortmannin (inhibiteur de la PI3-K) et SC-66 (inhibiteur de la 
PKB) furent obtenus de Calbiochem (San Diego, California, USA). Les anticorps Egr-1, 
β-tubuline et l’anticorps secondaire de lapin furent obtenu de Cell Signaling (Beverly, 
Massachusetts, USA). Le kit de détection de chimiluminescence (ECL) fut obtenu de 
Perkin Elmer (Montréal, Québec, Canada).  
Culture cellulaire 
Les CMLV A10 dérivées de l’aorte thoracique d’embryons de rats ont été maintenues en 
culture avec du Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) contenant 10% de sérum 
de veau fœtal (FBS) et 1% de pénicilline/streptomycine, dans une atmosphère de 5% de 
CO2 à 37°C. Elles ont été cultivées deux fois par semaine en les récoltant avec de la 
trypsine/Éthylène Diamine Tétra-Acétique (EDTA). Les cellules furent mises en état de 
dormance en les incubant 5 heures dans du DMEM exempt de sérum précédent le 





Lyse cellulaire et l’immunoblotting 
Les CMLV A10 en dormance confluentes à 80% dans des pétris de 60-mm furent 
prétraitées en présence de différents agents pendant 30 min, suivi d’une stimulation à 100 
μM de H2O2 à différent temps d’exposition. Les cellules incubées en absence ou en 
présence des différents agents furent lavées trois fois avec du tampon phosphate salin 1X 
(PBS 1X) et lysées sur glace avec 100 μl de tampon RIPA (50 mM Tris-HCl, pH 7.4; 150 
mM NaCl; 0,5% Na-déoxycholate; 1% NP40; 0,1% dodécyl sulphate de sodium (SDS); 2 
mM EDTA and 50 mM NaF) contenant un cocktail de trois inhibiteurs: le fluorure de 
phénylméthylsulfonyle (PMSF), le cocktail d’inhibiteur de protéase (PIC) et 
l’orthovanadate (OV), tous dilués 1:100. Le lysat fut centrifugé à 13 000g pendant 10 
minutes à 4°C. La concentration en protéine fut déterminée par la méthode Bradford. Des 
quantités égales de protéines furent sujettes à un gel d’électrophorèse à 7.5% sodium 
dodécyl sulphate polyacrylamide (SDS-PAGE), transférées sur des membranes de  
Polyfluorure de vinylidène (PVDF) (Millipore, USA) et incubées overnight à 4°C avec 
les anticorps primaires Egr-1 (1:1000) et β-tubuline (1:5000). Le complexe antigène-
anticorps fut détecté par un anticorps secondaire conjugué à la peroxydase de raifort, la 
dilution utilisée dépendant de la dilution de l’anticorps primaire, et les bandes protéiques 
furent analysées par ECL. L’intensité des bandes fut quantifiée par une analyse 
densitométrique utilisant les programmes du logiciel Quantity One Bio-Rad Corp. 





Analyse par qRT-PCR         
Une PCR quantitative en temps réel fut effectuée par SYBG (Life Technologies, Grand 
Island, NY) en utilisant 2 μl d’ADNc dans un volume final de 10 μl. L’amplification de 
la PCR en temps réel fut effectuée en utilisant le 7500 fast RT-PCR system (Applied 
Biosystems, Grand Island, NY). L’expression de l’ARNm de l’Egr-1 fut estimée en 
utilisant les amorces suivantes: sens 5’-ctgcttcatcgtcttcctctg-3’ et antisens 5’- 
GTCAGTGTTGGGAGTAGGAAAG-3’. L’expression de l’ARNm de l’Egr-1 fut 
normalisée avec les niveaux d’ARNm de la β-actine en utilisant les amorces suivantes: 
sens 5’-TCTTCCAGCCTTCCTTCCT-3’ et antisense 5’-
CAGCACTGTGTTGGCATAGA-3’.            
Statistiques 
L’analyse statistique a été faite en utilisant une analyse de variance sur des mesures 
répétées (ANOVA one-way) suivi d’un test Tukey en utilisant le programme GraphPad 
Prism 5 (San Diego, California, USA). Toutes les données sont rapportées comme des 
moyennes ± SEM. Les différences entre les moyennes sont considérées significatives à 
p<0.05. 
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   Résultats 
 En plus des résultats présentés dans l’article (Chapitre 2), une série d’études fût 
également menée sur l’implication des autres membres de la famille des MAPK ainsi que 
la voie de signalisation de la PI3-K et de la PKB dans l’effet stimulant du H2O2 sur 
l’expression de l’Egr-1. Cependant, puisque ces données ont besoin d’être complétées par 
des expériences additionnelles, ces résultats se trouvent donc dans l’appendice (Fig 6.1 à 
6.3). Brièvement, ces résultats montrent que l’inhibition pharmacologique de JNK par 
SP600125 bloque l’expression de l’Egr-1, tant au niveau protéique qu’au niveau de 
l’ARNm (Fig 6.1A et Fig 6.3), tandis que l’inhibition de la p38MAPK par SB203580 n’a 
aucun effet (Fig 6.1). De plus, l’inhibition de la PI3-K par la Wortmannin et de la PKB 
par SC-66 atténue presque complètement l’effet stimulant du H2O2 sur l’expression de 










Légendes des figures 
Figure 6.1 Diminution de l’expression de l’Early growth response protein-1 (Egr-1) 
induite par le peroxyde d’hydrogène (H2O2) par l’inhibiteur pharmacologique 
SP600125 (inhibiteur de JNK), mais pas par l’inhibiteur pharmacologique 
SB203580 (inhibiteur de la p38 MAPK) dans les cellules musculaires lisses 
vasculaires (CMLV) A10.    
Des CMLV A10 confluentes et quiescentes ont été prétraitées avec (+) ou sans (-) 10 μM 
de SB203580 (inhibiteur de la p38MAPK) (A) ou de SP600125 (inhibiteur de JNK) (B) 
pendant 30 minutes suivi par une stimulation avec 100 μM de H2O2 pendant 60 minutes. 
Les lysats cellulaires ont été marqués à l’anticorps de l’Egr-1 (panneau supérieur) et 
également analysés pour connaître la quantité de protéines mise dans le gel en utilisant la 
β-tubuline (panneau du milieu). Le diagramme à barre (panneau du bas) représente les 
quantifications densitométriques de l’Egr-1 par rapport à la β-tubuline. Les valeurs 
représentent les moyennes ± SEM de trois expériences indépendantes et elles sont 
exprimées comme un rapport où les valeurs contrôles sont considérées comme 1. ** 
P<0.01 comparé au CTL; *** P<0.001 comparé au CTL; ## P<0.01 comparé aux CMLV 










Figure 6.2 Diminution de l’expression de l’Early growth response protein-1 (Egr-1) 
induite par le peroxyde d’hydrogène (H2O2) par les inhibiteurs pharmacologiques 
SC-66 (inhibiteur de la PKB) et Wortmannin (inhibiteur de la PI3-K) dans les 
cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) A10.    
Des CMLV A10 confluentes et quiescentes ont été prétraitées avec (+) ou sans (-) 10 μM 
de SC-66 (inhibiteur de la PKB) (A) ou 100 nM de Wortmannin (inhibiteur de la PI3-K) 
(B) pendant 30 minutes suivi par une stimulation avec 100 μM de H2O2 pendant 60 
minutes. Les lysats cellulaires ont été marqués à l’anticorps de l’Egr-1 (panneau 
supérieur) et également analysés pour démontrer la quantité égale de protéines mise dans 
le gel en utilisant la β-tubuline (panneau du milieu). Les valeurs représentent les 
moyennes ± SEM de trois expériences indépendantes et elles sont exprimées comme un 
rapport où les valeurs contrôles sont considérées comme 1. * P<0.05 comparé aux  
CMLV traitées avec le H2O2 seul; *** P<0.001 comparé au CTL; ** P<0.01 comparé 
aux CMLV traitées avec le H2O2 seul; ### P<0.001 comparé aux CMLV traitées avec le 
H2O2 seul.        
Figure 6.3 Inhibition de l’expression de l’ARNm d’Egr-1 induite par le peroxyde 
d’hydrogène (H2O2) par l’inhibiteur pharmacologique SP600125 (inhibiteur de 
JNK) dans les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV). 
Des CMLV A10 confluentes et quiescentes ont été prétraitées avec 10 μM de SP600125 
(inhibiteur de JNK) pendant 30 minutes suivi par une stimulation avec 100 μM de H2O2 
pendant 60 minutes. L’analyse des niveaux relatifs de l’ARNm de l’Egr-1 ont été obtenus 
par qRT-PCR. Les valeurs représentent les moyennes ± SEM de trois expériences 
indépendantes et elles sont exprimées comme un rapport où les valeurs contrôles sont 
considérées comme 1. *** P<0.001 comparé au CTL; ** P<0.01 comparé aux CMLV 
traitées avec le H2O2 seul. 
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